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作り、その籠の中にはメタン分⼦が 1 つ⼊る。 
（出典：砂層型メタンハイドレート研究開発、
https://www.mh21japan.gr.jp/basic_info.html） 





































 原位置 に お け る溶存 メ タ ン セ ン サ ー に 、 ド イツのフラナテック社
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（Franatech GmbH）の METS センサーや、ノルウェーのコングスバーグマ
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ン濃度は 10 nmol/L 以下である（11）が、改良型 METS センサーの検出下限










































図 1-4 集積型現場微⽣物遺伝⼦解析装置（IISA-Gene） 
















(A) IISA-Gene マイクロチップ部外観 
(B) IISA-Gene マイクロチップ部概念図 




























 表 1-1 に⽰したとおり、例えば 2008 年から 2017 年の 10 年間の⼈為起源
によるメタン排出量（Bottom-up）および⼤気中のメタン量（Top-down）は、
それぞれ、平均 366 Tg CH4 yr-1、359 Tg yr-1 と⾒積もられており、⼈為起源
によって排出されたメタンは、ほとんどそのまま⼤気中の濃度となっている。
⼀⽅、⾃然起源によるメタン排出量（Bottom-up）は、平均 371 Tg yr-1 であ
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ば、海洋におけるメタンシープは、地球規模では最⼤ 65 Tg yr-1 を海⽔中へと
放出する（22）。また、海洋におけるメタンハイドレートの地球規模での賦存










丸め誤差が原因で、合計に 1 Tg CH4yr-1の差が⽣じる可能性がある。 
Freshwater：淡⽔には、湖沼、池、貯⽔池、河川を含む。 
Biogenic open and coastal：ハイドレートからのフラックスおよび河⼝を含む。 
Wildfires：Anthropogenic sources の Biomass burning との重複の可能性を
回避するため空欄とした。 
Vegetation：他の場所と重複する可能性があるため空欄とした。 
Total anthropogenic sources：⼈為的総排出量は、agriculture and waste（農
業と廃棄物）、fossil fuels（化⽯燃料）、biofuel and biomass burning（バイオ
燃料とバイオマス燃焼）のカテゴリの合計ではなく、完全な⼈為的インベント
リの推定に基づいている。 
Atmospheric growth：Prather et al.（144）の換算係数、2.75 Tg CH4 ppb-1に
基づいて計算された。 
（出典：Saunois et al.（21）を⼀部改変） 























る。これまでに報告されている全ての MOB は、MMO を有している。MMO
には、粒⼦状（pMMO）および可溶性（sMMO）の 2 種類の形態があり、メ
タンの好気的酸化には少なくともこれらの 1 つが必要である。pMMO は、
Methylocella 属および Methyloferula stellata を除く全ての MOB が有して
いると考えられており（29、30、31）、アルファ、ベータ、ガンマのサブユニ
ットそれぞれ 3 分⼦ずつから構成され、それぞれ pmoB、pmoA、pmoC の 3
つの遺伝⼦領域から構成されている（32）。特に、pmoA 遺伝⼦は、その系統






















ドの代謝経路には、２種類の代謝経路がある。1 つは、リブロース 1 リン酸経
路（RuMP）と称し、この代謝経路を持つ MOB を Type I、もう 1 つはセリン
経路と称し、この代謝経路を持つ MOB を Type II と分類している（14）。こ
れら２つのグループは、それぞれ細胞膜構造やリン脂質脂肪酸組成、16S 
rRNA 遺伝⼦での系統も異なっている。RuMP 経路とセリン経路の両⽅を持
つ Methylococcus属は、Type X とされているが、系統的には Type I に分類
される（14、34）。最もよく研究されている MOB は、Proteobacteria⾨のα
-Proteobacteria綱 Rhizobiales ⽬に属す Type II、およびγ-Proteobacteria綱
Methylococcales ⽬に属す Type I である（表 1-2）。 
  
The use of enzymes known as methane monooxygenases to
catalyze the oxidation of methane to methanol is a defining
characteristic of methanotrophs. Figure 1 illustrates the me-
tabolism of substrates by methanotrophs, the common features
of their metabolism including the central role of formaldehyde
as an intermediate in catabolism and anabolism, and the
unique pathways employed for the synthesis of intermediates
of central metabolic routes. The two pathways for formalde-
hyde assimilation found in methanotrophic eubacteria are
shown in Fig. 2 and 3. Yeast strains that grow on methanol
utilize another pathway known as the dihydroxyacetone path-
way for formaldehyde assimilation (22, 223).
Methane is the most stable carbon compound in anaerobic
environments and is a very important intermediate in the re-
actions that eventually lead to the mineralization of organic
matter (95). Methane escapes from anaerobic environments to
the atmosphere when it is not oxidized by methanotrophs. The
release of methane to the atmosphere results in an increased
rate of global warming and causes other changes in the chem-
ical composition of the atmosphere (119, 120, 230) that are
described later in this review. Söhngen in 1906 (356) recog-
nized that methane was produced in large amounts and sug-
gested that the low atmospheric concentrations of this gas were
due to its oxidation by microbes. He isolated the first methane-
oxidizing bacterium and named it Bacillus methanicus. The
oxidation of methane is now known to occur in both aerobic
and anaerobic environments, although little has been pub-
lished about the microbiology or biochemistry of anaerobic
methane oxidation. Bacteria that utilize methane, together
with some chemolithotrophic bacteria, form the base of a food
chain that is independent of photosynthesis near cold gas seeps
and hydrothermal vents in the ocean and perhaps undiscov-
ered terrestrial and freshwater environments (64–66, 70, 128,
129, 183, 224).
FIG. 1. Pathways for the oxidation of methane and assimilation of formaldehyde. Abbreviations: CytC, cytochrome c; FADH, formaldehyde dehydrogenase; FDH,
formate dehydrogenase.
FIG. 2. RuMP pathway for formaldehyde fixation. The reactions catalyzed by the unique enzymes of this pathway, hexulose-6-phosphate synthase and hexulose-
phosphate isomerase, are indicated.
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Methyloprofundus sedimenti   
Methylosarcina fibrata
Methylosarcina quisquiliarum 
Methylosoma difficile  









Methylococcales incertae sedis Candidatus Methyloumidiphilus alinensis
Alteromonadales Alteromonadaceae Alishewanella  sp. RM1
Oceanospirillales Halomonadaceae Halomonas sp. PGE1
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 私が今回数えたところによると、α-Proteobacteria 綱 Rhizobiales ⽬の
Beijerinckiaceae科に Methylocapsa属、Methylocella属、Methyloferula属
の 3属、Methylocystaceae科に Methylocystis属、Methylosinus属の 2属、
そして、科が未定の Methyloceanibacter属の、合計 6属が、Type II の MOB
に分類されている（表 1-2）。 
 また、γ-Proteobacteria 綱 Methylococcales ⽬の Crenotrichaceae 科に
Crenothrix 属 の 1 属 、 Methylococcaceae 科 に Clonothrix 属 、
Methylicorpusculum 属 、 Methylobacter 属 、 Methylocaldum 属 、
Methylococcus属、Methylocucumis属、Methylogaea属、Methyloglobulus
属、Methylomagnum 属、Methylomarinum 属、Methylomicrobium 属、
Methylomonas 属 、 Methyloparacoccus 属 、 Methyloprofundus 属 、
Methylosarcina属、Methylosoma属、Methylosphaera属、Methylospira属、
Methyloterricola 属、Methylovulum 属の 20 属、Methylothermaceae 科に
Methylohalobius属、Methylomarinovum属、Methylothermus属の 3属、
そして、科が未定の Candidatus Methyloumidiphilus 属の 1 属の、合計 25
属が、Type I の MOB に分類されている（表 1-2）。 
 ま た 、 同じγ -Proteobacteria 綱で も Methylococcales ⽬ で は なく、
Alteromonadales ⽬ Alteromonadaceae 科の Alishewanella 属（35）や、
Oceanospirillales ⽬ Halomonadaceae科の Halomonas属（35）、そして、β
-Proteobacteria 鋼 Nitrosomonadales ⽬ Methylophilaceae 科 の




て、NC10⾨の Candidatus Methylomirabilis oxyfera というグループが報告








数で、そのほとんどがγ-Proteobacteria綱に属す Type I の MOB である。 
 
  








pmoA遺伝子（pmoA A189-pmoA mb661） ＊
 





















ethylomarinum sp. SSMP1 [KU740209]
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Candidatus Methylomirabilis limnetica strain Zug [NVQC01000003]
NC10 bacterium clone S-1 [KM979289]
Candidatus Methylomirabilis oxyfera clone 3-18 [KY078449]
N
 
C10 bacterium clone A12_111_(14) [KJ023443]
N
 





















































  Type II methanotroph
  Methylococcaceae
  Methylothermaceae
  Type I methanotroph
  Methylococcaceae




堆積物から単離された Methylobacter marinus A45株（45）、海底熱⽔噴出域
に⽣息する⼆枚⾙の共⽣菌である Methylobacter psychrophilus（46）、⿅児
島湾の海底堆積物から単離された Methylocaldum marinum S8株（47）、沖
縄の海底熱⽔活動域から分離された Methylomarinum vadi IT-4株（48）と
広島の海底泥より単離された Methylomarinum vadi T2-1 株（48）、および
Methylomicrobium japanense NI 株（49）、サルガッソ海より単離された
Methylomicrobium pelagicum（50）、イギリスの沿岸海⽔より単離された
Methylomonas methanica MC09 株（51）、カリフォルニア沖の海底堆積物
（鯨の死骸近辺）より単離された Methyloprofundus sedimenti WF1株（52）、
南極の 海 洋塩分部分循環湖の堆積 物 か ら 分離さ れ た Methylosphaera 
hansonii（53）、沖縄の海底熱⽔活動域から分離された Methylomarinovum 









的な海底堆積物中で観察された（56、57、58）。14CH4 と 35SO4 の放射性トレ
ーサーを⽤いた実験により、AOM が硫酸還元（SR）とセットになっているこ
とが⽰され（59、60、61）、その後、FISH（Fluorescence in situ hybridization）









ANME は、ANME-1、ANME-2、ANME-3 の 3 つのグループに分類されてい
る。また、ANME-1 および ANME-2 は、さらにいくつかのサブグループが⾒
第 1 章 諸論 
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出されている。ANME-1 は、ANME-1a および ANME-1b の 2 つのサブグル
ープが、そして ANME-2 は、ANME-2a、ANME-2b、ANME-2c、ANME-2d
の 4 つのサブグループが⾒出されている（64、65、70）。ANME-1 は、
Methanosarcinales ⽬と Methanomicrobiales ⽬に連接する、独⽴した⽬
（ order ） に位置 す るグルー プ で あ る 。 ANME-2 と ANME-3 は 、
Methanosarcinales ⽬のメタン⽣成古細菌に属し、中でも ANME-3 は、
Methanosarcinales ⽬の Methanococcoides 属に極めて近縁である。16S 




Methanomicrobiales ⽬と同様の桿菌で、ANME-2 と ANME-3 は、球菌とし
てクラスターを形成する（64）。そして、さらに、ANME-1 および ANME-2
のゲノムには 7 段階のメタン⽣成経路に関連する酵素の全ての相同遺伝⼦が





 既知のメタン⽣成古細菌には、⼤きく 2 種類に分類できる。⽔素と⼆酸化














 図 1-9 は、ANME-1 のメタゲノム解析（77、78）により推定されたメタン
⽣成経路の逆反応である。細胞内に取り込まれたメタンが、メチルコエンザイ 


































































ン THMPT サイクロヒドラーゼ、Mtd：メチレン THMPT デヒドロゲナー
ゼ、Mer：メチレン THMPT レダクターゼ、MtrA-H：メチル THMPT : CoM
メチルトランスフェラーゼ、MCR：メチル CoM レダクターゼ 



























ゼ；Mch，メチレン THMPT サイクロヒドラーゼ；Frh，F420-還元 ヒドロゲナーゼ；Mtd，メチレン THMPT デ
ヒドロゲナーゼ；Mer，メチレン THMPT レダクターゼ；MtrA-H，メチル THMPT:CoM メチルトランスフェラー
ゼ；MCR，メチル CoM レダクターゼ；MvhADG，［Ni-Fe］ ヒドロゲナーゼ；HdrABC，ヘテロジスルフィドレダ
クターゼ ABC；VhoACG，メタノフェナジン ［Ni-Fe］ ヒドロゲナーゼ；Acd，アセチル CoA シンセターゼ；Ack，
酢酸キナーゼ；Pts，ホスホトランスアセチラーゼ．
Fig. 3　Methanogenesis and reverse-methanogenesis.
This figure is based on a figure of Hallam et al.（2004）. Left: Methanogenesis by methanogen other than Metha-
nosarcinales, Center: Proposed reverse-methanogenesis, Right: Methanogenesis by Methanosarcinales. The gray 
squares and arrows indicated unidentified enzymes and reactions from metagenomic analysis. Proposed reverse-
methanogenesis of ANME-2 is shown in Fig. 4.
Abbreviations; Fdox, Oxidized ferredoxin; Fdred, Reduced ferredoxin; MF, Methanofran; THMPT, Tetrahydrometha-
nopterin; F420, Factor 420; CoA, Coenzyme A; CoM, coenzyme M; CoB, Coenzyme B; MP, Methanophenazine; Eha, 
Energy-converting hydrogenase A; Ehb, Energy-converting hydrogenase; Ech, energy-converting hydrogenase; 
Fmd, Molybdenum-dependent FormylMF dehydrogenase; Fwd, Tungsten-dependent FormylMF dehydrogenase; 
Ftr, FormylMF:THMPT formyltransferase; Mch, Methenyl-THMPT cyclohydrolase; Frh, F420-reducing hydroge-
nase; Mtd, Methylene-THMPT dehydrogenase; Mer, Methylene-THMPT reductase; MtrA-H, Methyl-THMPT:CoM 
methyltransferase; MCR, methyl-coenzymeM reductase; MvhADG, ［Ni-Fe］ hydrogenase; HdrABC, hetero disulfide 







MF:THMPT フォルミルトランスフェラーゼ、Mch：メチレン THMPT サイクロヒ
ドラーゼ、Frh：F420-還元ヒドロゲナーゼ、Mtd：メチレン THMPT デヒドロゲ
ナーゼ、Mer：メチレン THMPT レダクターゼ、MtrA-H：メチル THMPT : CoM
メチルトランスフェラーゼ、MCR：メチル CoM レダクターゼ、MvhADG：[Ni-Fe]
ヒドロゲナーゼ、HdrABC：ヘテロジスルフィドレダクターゼ ABC、Acd：アセチ
ル CoA シンセターゼ 
（出典：宮崎淳⼀（12）を⼀部改変） 













CH4 + SO42− → HCO3− + HS− + H2O 
（ΔG = −16.6 kJ mol-1 ）   （式 1） 
 
 また、近年、AOM-SR の他に、亜硝酸還元（式 2）、硝酸還元（式 3）、鉄還
元（式 4）、マンガン還元（式 5）に連携した AOM が⾃然界で発⾒されている
（79、80、81）。 
 
3CH4 + 8NO2− + 8H+ → 3CO2 + 4N2 + 10H2O 
（ΔG = −928 kJ reaction-1）   （式 2） 
 
5CH4 + 8NO3− + 8H+ → 5CO2 + 4N2 + 14H2O 
（ΔG = −765 kJ reaction-1）   （式 3） 
 
CH4 + 8Fe(OH)3 + 15H+ → HCO3− + 8Fe2+ + 21 H2O 
（ΔG = −270.3 kJ reaction-1）   （式 4） 
 
CH4 + 4MnO2 + 7H+ → HCO3− + 4Mn2+ + 5H2O 
（ΔG = −556 kJ reaction-1）   （式 5） 
 
 亜硝酸還元と連携した AOM（式 2）は、1.2.3 で述べた新しい細菌グループ
である NC10 ⾨の Candidatus Methylomirabilis oxyfera が好気的メタン酸
化経路を介して⾏っていることが⽰唆されている（82、83）。硝酸還元と連携
した AOM（式 3）は、Candidatus Methanoperedens nitroreducens（ANME
のサブグループである ANME-2d）が関与すると考えられている（72）。⾦属
依存型 AOM（式 4 および式 5）は、ANME がマンガンおよび鉄を電⼦受容体




せた AOM も⾒出されている。 


















 本論⽂の構成を図 1-10 に⽰す。 
第 1 章では、本研究の背景、⽬的、および既往の知⾒を述べた。 
第 2 章では、アーキアおよびバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦を⽤いた菌叢解
析を⾏い、メタンシープおよび⼀般海底堆積物中の菌叢を俯瞰的に捉えるこ
とを⽬的とした。 
第 3 章では、mcrA 遺伝⼦をターゲットに菌叢解析を⾏い、メタンシープ試料
における ANME の存在を再確認した。さらに ANME 特異的 16S rRNA 遺伝
⼦および mcrA 遺伝⼦での定量分析により、メタンシープおよび⼀般海底堆
積物中のメタン酸化細菌の存在量を⽐較することを⽬的とした。 





第 6 章では、本論⽂で得られた結果を総括した。 
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rRNA、原核⽣物では 16S rRNA の遺伝⼦配列が⽤いられる。16S rRNA 遺伝
⼦配列は⾼度に保存されている⼀⽅、9 つの超可変領域（V1〜V9）が存在し、
微⽣物の分類を⾏うのに⼗分な配列多様性がある。また、PCR（Polymerase 
Chain Reaction）と組み合わせることにより、ごく微量の DNA があれば、
16S rRNA 遺伝⼦を増幅し、配列を決定して菌株の分類、同定、系統解析が可
能である。よって、これまで多くの研究者の間で、微⽣物の進化・系統の研究






































Area Sample name Sediment note Latitude Longitude Water depth (m) Sampling date
Nankai Trough (2004)
S1s surface methane seep 34°04.594’N 137°47.265’E 611 2004.11.05.
S1k surface methane seep 34°04.594’N 137°47.265’E 611 2004.11.05.
MC01 surface 33°55.770’N 137°18.902’E 984 2004.11.01.
MC02 surface 33°49.005’N 136°30.353’E 2,053 2004.11.02.
MC03 surface 33°59.983’N 137°10.225’E 1,852 2004.11.06.
MC04 surface 34°08.740’N 137°29.415’E 1,359 2004.11.07.
MC05 surface 34°12.230’N 137°27.615’E 1,258 2004.11.08.
MC06 surface 34°16.557’N 137°57.921’E 734 2004.11.09.
MC07 surface mud volcano 33°40.646’N 136°34.098’E 1,920 2004.11.10.
PC01 surface 33°57.649’N 137°15.829’E 1,440 2004.11.01.
PC03 surface 33°49.164’N 136°30.056’E 2,053 2004.11.02.
PC04 surface 33°50.734’N 136°29.658’E 1,886 2004.11.02.
PC09 surface 34°13.346’N 137°40.265’E 1,166 2004.11.08.
PC10 surface 34°16.587’N 137°44.841’E 922 2004.11.09.
PC11 surface 34°13.145’N 137°42.702’E 1,076 2004.11.09.
Nankai Trough (2005)
MC05 0-5 cm 34°12.230’N 137°27.615’E 1,258 2005.10.28.
MC05 5-10 cm 34°12.230’N 137°27.615’E 1,258 2005.10.28.
MC05 15-20 cm 34°12.230’N 137°27.615’E 1,258 2005.10.28.
MC05 25-30 cm 34°12.230’N 137°27.615’E 1,258 2005.10.28.
Hatoma Knoll (2006)
hatoma surface bacterial mat 24°51.432’N 123°50.349’E 1,528 2006.07.23.




 2004年 10⽉ 28 ⽇〜11⽉ 10 ⽇に実施された東海⼤学「望星丸」での平成






料 S1s として区別した。また、泥⽕⼭である MC07、およびメタンの湧出し
ていない⼀般海底である MC01、MC02、MC03、MC04、MC05、MC06、PC01、
PC03、PC04、PC09、PC10、PC11 はマルチプルコアラー（Multiple corer）









度分布の解析から、海底下約 26 cm での間隙⽔中の溶存メタン濃度は約 7.0 
µmol/kg、海底下約 22 cm では約 6.2 µmol/kg、海底下約 17 cm では約 2.4 
µmol/kg、海底下約 12 cm では約 1.25 µmol/kg、海底下約 8 cm では約 0.58 
µmol/kg であり、海底付近（海底下約 3 cm）での間隙⽔中の溶存メタン濃度
は約 0.25 µmol/kg というデータが得られている。また、MC02、MC03、MC04、
MC05、MC06 の間隙⽔中の溶存メタン濃度は、海底下約 50 cm〜海底付近ま
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i e b e n
●は試料採取地点を⽰す。S1 はグラブ採泥器、MC はマルチプル
コアラー、PC はピストンコアラーにより堆積物を採取。 
（左）グラブ採泥で記録された S1 の海底の写真 
（右）グラブ採泥器で採取された S1堆積物 










































































































































































































































































































































































































































































































































































 2005年 10⽉ 16 ⽇〜10⽉ 31 ⽇に実施された平成 17年度南海トラフベー
スライン調査において、南海トラフ海域 6ヶ所の海底堆積物が採取された（図
2-3）。マルチプルコアラーで採取された柱状堆積物のうち、⼀般海底である
MC05 のコア試料の海底表層から鉛直⽅向に、0〜5 cm、5〜10 cm、15〜20 
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   ⾊のついた●印は、試料採取地点を⽰す。 











 各試料、Ultra Clean Soil DNA Mega prep Kit（Mo Bio Laboratories）お
よび ISOIL Large for Beads（Nippon Gene）の 2種類のキットを⽤いて DNA
を抽出した。海底堆積物試料約 5 gずつを分取し、それぞれの DNA抽出キッ
トのプルトコールに準じて DNA を抽出し、最終的に 0.5 mL の TE buffer に






 DNA溶液を PCR してアーキアおよびバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦を増
幅した。使⽤したプライマーおよびアニーリング温度を表 2-3 に⽰す。PCR
には thermal cycler GeneAmp 9600（Perlin Elmer）および Ampli Taq Gold 
（Applied Biosystems）を使⽤した。PCR反応は、94℃ 10 分、続いて 35 サ




表 2-3 PCR に使⽤したプライマー 
 
Target group Primer Name Sequence Annealing 
temp.
Archaeal 16S rRNA gene
ARC344F 5'-ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA-3'
U1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'









 PCR産物を UV照射下でゲルから切り出し、Gel Extraction Kit（QIAGEN）
を⽤いて PCR反応産物を抽出・精製した。その後、TA Cloning vector pCR2.1
（Invitrogen）にライゲーションし、⼤腸菌のコンピテントセル One Shot 
TOP10（Invitrogen）にクローニングした。ランダムに拾ったホワイトコロニ
ー よ り 、 ベ ク タ ー 上 の M13 領 域 の プ ラ イ マ ー 、 M4 （ 5'- 
GTTTTCCCAGTCACGAC -3'）および RV（5'- CAGGAAACAGCTATGAC -
3'）を⽤いて PCR増幅し、電気泳動により⽬的のサイズが確認された PCR産
物を Min Elite PCR Purification Kit（QIAGEN）で精製した。断⽚は M4 ま
た は RV の プ ラ イ マ ー を⽤い 、 dRhodamine sequencing Kit （ Applied 
Biosystems）および 310 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）により、
















 ARC344F  U1492R
















 ARC344F  U1492R













 ARC344F  U1492R

















 シークエンスした配列は、NCBI または DDBJ のデータベース上の塩基配








2.2.3.1 アーキア 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析結果 
 
 アーキアの 16S rRNA 遺伝⼦を対象として、1301 配列（2004 年度南海ト
ラフ試料 1,171配列、2005年度南海トラフ試料 87配列、2006年度鳩間海丘










メタンに富む環境でよく検出される未培養系統群 Marine Benthic Group-D
（MBGD）や、深海で多く検出されアンモニア酸化古細菌などが属す未培養
系統群Marine Group I（MGI）、そして塩⼟（saline soil）や天⽇塩⽥（solar 
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 サイトごとに細かく⾒ていくと、メタンシープである S1s より、76 クロー
ンが得られ、84.2%のクローンが Methanosarcinales ⽬に分類された。また、
同じくメタンシープである S1k より得られた 80 クローンは 2 系統のみに分
類され、Methanosarcinales ⽬が 79 クローン（98.8%）と AOM に間接的に
関わっていると⾔われる（91）Deep-Sea Archaeal Group（DSAG）が 1 クロ
ーン（1.2%）であった。 
 S1 以外の試料では、サイトごとに異なる様相を呈していた。泥⽕⼭であり、
直上⽔のメタン濃度が⽐較的⾼かった（5.71 nmol/kg）MC07 からは 66 クロ
ーンが得られ、MGI が 54.5%、そして MBGD が 15.2%を占めた。MC01 か
らは 90 クローンが得られ、熱⽔鉱床より得られたクローンが属す Marine 
Benthic Group-E（MBGE）と MBGD で半分近い割合を占めた（それぞれ
22.2%、20.0%）。直上⽔のメタン濃度が⽐較的⾼かった（7.42 nmol/kg）MC02
からは 79 クローンが得られ、10-PML 8% pond group が 24.1%で最も多く、
次いで MBGD が 17.7%であった。珪藻軟泥である MC03 からは 68 クローン
が得られ、10-PML 8% pond group が優占（60.3%）していた。MC04 からは
74 クローンが得られ、10-PML 8% pond group（34.7%）と MBGD（20.0%）
で全体の約半分を占めた。MC05 からは 72 クローンが得られ、10-PML 8% 
pond group が優占（42.5%）し、次いで MGI が 15.1%を占めた。MC06 から
は 79 クローンが得られ、MBGD が 21.5%、そして、海洋堆積物のみならず陸
上古⼟壌や地下鉱⼭からも検出される従属栄養性嫌気微⽣物と予想される未
培養系統群（92、93）である Miscellaneous Crenarchaeotic Group（MCG）
が 16.5%、MGI が 13.9%を占めた。PC01 からは 77 クローンが得られ、MBGE
が 23.4%で最も多く、次いで MBGD が 14.3%であった。PC03 からは 82 ク
ローンが得られ、MBGD が 35.4%、10-PML 8% pond group が 13.4%を占め
た。PC04 からは 78 クローンが得られ、MBGE（19.2%）に続いて、好塩性
微⽣物マット（hypersaline microbial mat）より得られた未培養系統群
PBRKC84 group（151）に近縁なクローンが 17.9%を占めていた。PC09 から
は 92 クローンが得られ、MBGD（33.0%）と MGI（15.4%）で全体の約半分
を占めた。PC10 からは 80 クローンが得られ、MBGD が 25.3%、10-PML 8% 
pond group が 19.0%を占めた。PC11 からは 78 クローンが得られ、MBGD
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 南海トラフ⼀般海底である MC05 サイトの深度別コア試料（2005 年度採
取）の菌叢解析の結果を⾒てみると、深度によって菌叢が明らかに異なってい
た。 
 深度ごとに細かく⾒ていくと、表層である 0-5 cm の深度からは 22 クロー
ンが得られ、10-PML 8% pond group が 45.5%と圧倒的に多かった。5-10 cm
の深度からは 12 クローンが得られ、10-PML 8% pond group が 25.0%を占め
た。15-20 cm の深度からは 24 クローンが得られ、MBGD が 50.0%を占めた。
25-30 cm の深度からは 29 クローンが得られ、MBGD が 41.4%を占めた。 
 浅い深度で優勢だった 10-PML 8% pond group は、深度が深くなるにつれ
て検出される割合が減少し、25-30 cm の深度では検出されなかった。また、
浅い深度で検出されなかった MBGD は、深度が深い試料で多く検出された。
全ての深度で Methanosarcinales ⽬は検出されなかった。 
 
 熱⽔域である鳩間海丘試料の菌叢解析の結果を⾒てみると、鳩間海丘の試料
からは 43 クローンが得られ、Methanosarcinales ⽬が 60.5%を占めた。 
 










ア 16S rRNA 遺伝⼦に基づくメタン⽣成古細菌にフォーカスした系統樹を作
成した（図 2-7）。Methanosarcinales ⽬に近縁なクローンは、S1s から 64 ク
ローン、S1k から 79 クローン、鳩間海丘から 24 クローンが得られており、
相同性が 99%以上のものを 1 つのグループにした。S1s-A4-29 および S1k-A5-
02 に代表されるグループが、Methanococcoides alaskense と 99%⼀致した以
外は、既知のメタン⽣成古細菌と⼀致する配列は無く、ほとんどのクローンが
メタンリッチな海底堆積物などから得られた配列に近縁で、ANME に近縁な
枝に属した。南海トラフ S1 由来のクローンは ANME-2a,2b と近縁な枝に分
類されたクローンが多く、鳩間海丘由来のクローンは ANME-2c と近縁な枝
に分類されたクローンが多かった（図 2-8）。 
第 2 章 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析 
 39 
 


















Uncultured clone fos0642g6 [CR937012] 
U
 
ncultured clone HydBeg46 [AJ578097] 
Uncultured clone SB-24a1H2 [AF354135] 
U
 
ncultured clone GoM GC185 517R [AY211687] 
Uncultured clone BS-K-410 [AJ578122] 
U
 
ncultured clone 2MT7 [AF015991] 
Uncultured clone BA2H11fin [AF134393] 
Uncultured clone Eel-36a2A4 [AF354128] 

























































































ncultured clone BA1a2  [AF134381]
U
 
ncultured clone Eel-36a2G10  [AF354137]
Uncultured clone pISA14  [AB019759]









ncultured clone GZfos26E7 [AY714841] 
Uncultured clone fos0629b6 [AJ890141] 
U
 
ncultured clone HydBeg40 [AJ578083] 
Uncultured clone Hyd24-Arch07a [AJ578112] 
Uncultured clone At425_ArD2 [AY053472] 
Uncultured clone HydBeg125 [AJ578115] 
Uncultured clone C1_R019 [AF419638]  
U
 
ncultured clone AMOS1B_4113_F12  [AY323221] 
U
 
ncultured clone TA1a4 [AF134384] 
U
 











































ncultured clone Eel-36a2H11 [AF354136] 
U
 
ncultured clone HMMVBeg-34 [AJ579327] 
U
 
ncultured clone HydBeg92 [AJ578119] 
M
 














ncultured clone G72_C1 [AF356639]
C
 
andidatus Methanoperedens nitroreducens [JMIY01000002]
U
 















第 2 章 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析 
 40 
 
図 2-8 Methanosarcinales⽬に分類されたクローンの内訳 




 ⼀⽅、泥⽕⼭である MC07 および⼀般海底である MC01、MC04、MC05、
MC06、PC01、PC03、PC04、PC09、PC11 の 10 サイトからも、少数ながら
Methanosarcinales ⽬に近縁なクローンが得られている。これらに関しても同
様にアーキア 16S rRNA 遺伝⼦に基づくメタン⽣成古細菌にフォーカスした
系統樹を作成した（図 2-9）。その結果、泥⽕⼭および⼀般海底から得られたク
ローンには、ANME-2 の枝に分類される配列は無かった。図 2-9 の下の⽅の
枝に分類された 9 クローン（PC04-A89、PC11-A12、MC06-A58、MC04-A20、
MC05-A33 、 MC01-A54 、 MC07-A3-22 、 PC03-A03 、 PC01-A13 ） は 、
Methanococcoides alaskense と 99%⼀致し、ANME-3 として報告されている
クローン群とは異なる枝に乗っていた。また、図 2-9 の真ん中あたりの
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2.2.3.2 バクテリア 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析結果 
 
 バクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦を対象として、1,354配列（2004年度南海
トラフ試料 1,125 配列、2005 年度南海トラフ試料 153 配列、2006 年度鳩間







37.2%、次いで MC05 で 25.0%であった。ε-Proteobacteria綱は、MC03 で
最も多く検出され、その割合は 35.9%を占めた。また、ε-Proteobacteria 綱
は、メタンシープである S1s および S1k からも⽐較的多く検出された（それ
ぞれ 16.2%、17.3%）。α-Proteobacteria綱は、検出されないサイトもある⼀
⽅で、PC04 と PC11 で多く検出された（それぞれ、35.6%、35.1%）。 
 
 サイトごとに細かく⾒ていくと、メタンシープの試料である S1s からは 74
クローンが得られ、γ-Proteobacteria 綱が最も多かった（31.1%）。S1s で 2




多かったのは Fusobacteria bacterium に近縁な枝に分類されるクローンが
19.8%を占め、3番⽬がε-Proteobacteria綱で 17.3%を占めた。S1s、S1k の
両試料からは、δ-Proteobacteria綱も検出されたが、その⽐率はS1sが14.9%、
S1k では 9.9%だった。泥⽕⼭である MC07 からは 87 クローンが得られ、γ
-Proteobacteria綱が圧倒的に多く、得られたクローンの半分以上（54.0%）を
γ-Proteobacteria綱が占めた。⼀般海底の試料では、MC01 からは 82 クロー
ン が得ら れ 、 Bacteroidetes が 最 も 多く、 29.3% を占め 、続い てδ -
Proteobacteria綱が 18.3%を占め、Bacteroidetes とδ-Proteobacteria綱で全
体の約半分を占めた。MC02 からは 81 クローンが得られ、δ-Proteobacteria
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MC03 からは 78 クローンが得られ、ε-Proteobacteria綱が最も多く、35.9%
を占めた。また、γ-Proteobacteria綱（24.4%）やα-Proteobacteria綱（15.4%）
も⽐較的 多く検 出 さ れ た 。 MC04 か ら は 84 ク ロ ー ン が得ら れ 、α -
Proteobacteria綱（25.0%）、γ-Proteobacteria綱（19.0%）、δ-Proteobacteria
綱（16.7%）で全体の 6割を占めた。MC05 からは 72 クローンが得られ、δ
-Proteobacteria綱（25.0%）とγ-Proteobacteria綱（23.6%）と Bacteroidetes
（19.4%）で全体の約 7割を占めた。MC06 からは 80 クローンが得られ、γ




統（未培養系統群）である JS1 に分類されたクローンが 7.5%含まれた（data 
not shown）。PC03 からは 80 クローンが得られ、δ-Proteobacteria綱（23.8%）
とγ-Proteobacteria綱（18.8%）が多かったが、PC01 同様、「other」に分類
されたクローンも多かった（32.5%）。PC04 からは 87 クローンが得られ、α
-Proteobacteria綱（35.6%）とγ-Proteobacteria綱（20.7%）で全体の半分以
上を占めた。PC09 からは 80 クローンが得られ、γ-Proteobacteria綱が 47.5%
を占め、圧倒的に優占していた。PC10 からは 42 クローンが得られ、γ-
Proteobacteria綱が 35.7%、続いてβ-Proteobacteria綱が 11.9%検出された。
PC11 からは 37 クローンが得られ、α-Proteobacteria 綱（35.1%）とγ-
Proteobacteria綱（32.4%）で全体の 7割近くを占めた。 
 この様に、海底堆積物の表層において、微⽣物叢はサイトごとに様々な様相
を呈し、バクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦を指標として⽐較した場合、メタン
シープと⼀般海底を区別出来る顕著なパターンは⾒られなかった。 
 
 南海トラフ⼀般海底である MC05 サイトの深度別コア試料（2005 年度採
取）の菌叢解析の結果を⾒てみると、γ-Proteobacteria 綱の割合が圧倒的に
多かったのは 25-30 cm の深度で 53.8%、次が 0-5 cm の深度で 25.6%であっ
た。δ-Proteobacteria 綱が最も多かったのは 15-20 cm の深度で 17.5%、続
いて 5-10 cm（13.9%）、0-5 cm（10.3%）と、深度が浅くなるにつれて減少傾
向があった。ε-Proteobacteria 綱は、2005 年度の MC05 サイトの深度別コ
アでは、ほとんど検出されず、唯⼀検出されたのは、5-10 cm の深度で 2.8%
だった。α-Proteobacteria 綱 は、深度別の全ての試料から検出され、15-20 
cm の深度で最も多い 27.5%、次に多かったのが 0-5 cm の深度で 15.4%だっ
た。 
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し菌叢が異なっていた。5-10 cm の深度からは、36 クローンが得られ、
Bacteroidetes が 25.0%と優勢となり、ついでδ-Proteobacteria綱（13.9%）、
























プ の 試 料 で あ る S1k よ り 、唯⼀ 、 好塩性の MOB と し て 知 ら れ る













 メタンが海底より湧出している S1 においては、MOB が多く検出されると

























た（98、99、100）。さらにその中には、AOM を⾏う ANME に近縁（97%~99%）
なクローンが多く含まれていたが、南海トラフと鳩間海丘とで ANME-2 のサ
ブグループが異なっており、南海トラフの試料では ANME-2a,2b に近縁なク





が優占していたことは、バクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析の結果
で硫⻩酸化細菌に近縁なε-Proteobacteria 綱の配列が優占していたことや、
堆積物試料から硫化⽔素臭がしたことと⽭盾しない。 
 これまで他の研究者によって調査された多くのメタンシープで ANME が
検出されている（102、103、104、105）。また、Peter R. Girguisr（106）の









 ANME による AOM のプロセスは、硫酸還元菌が連携していると考えられ
ている(68、107、108)。中でも、ANME-2 は、δ-Proteobacteria 綱の硫酸還
元菌である Desulfosarcina 属および Desulfococcus 属と共⽣し、ANME-3













1 と ANME-2 の⽣息域が異なるという報告もある（65、111）。今回、ANME-
1 が検出されなかったのは、ANME-1 の棲息域ではなかった可能性が考えら
れる。 
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 第 2 章のアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦による菌叢解析の結果、メタンシー
プの試料のみで Methanosarcinales ⽬に近縁なクローンが優占し（図 2-6）、
更にそれらは ANME-2 および ANME-3 の枝に分類された（図 2-7）。このこ
とから、ANME はメタン漏洩検知のための指標になると思われる。 











アーキアの 16S rRNA 遺伝⼦およびmcrA 遺伝⼦の配列が得られている（63、
78、116）。現在、ANME を検出するためには、16S rRNA 遺伝⼦または mcrA
遺伝⼦を⽤いることは⼀般的で、これまで他の研究者により、ANME を検出
するためのプライマーの構築が試みられている。本章では、mcrA 遺伝⼦をタ
ーゲットに菌叢解析を⾏い、さらに、16S rRNA 遺伝⼦およびmcrA 遺伝⼦の




















 2004 年度に採取した南海トラフ堆積物表層試料 15 試料を本実験に供した











 プライマー選別のための予備的検討のために、2004 年度の S1k および、
2007年度に採取した S1 の培養前・培養後（メタンを添加した嫌気・4℃での
培養）の試料を⽤いた（表 3-2）。第 5 章で詳しく述べるが、2007年度に採取
した S1 の試料は、2004年度に採取した S1 と同じ地点であるが、2004年度
Area Sample name Sediment note Latitude Longitude Water depth (m) Sampling date
Nankai Trough (2004)
S1s surface methane seep 34°04.594’N 137°47.265’E 611 2004.11.05.
S1k surface methane seep 34°04.594’N 137°47.265’E 611 2004.11.05.
MC01 surface 33°55.770’N 137°18.902’E 984 2004.11.01.
MC02 surface 33°49.005’N 136°30.353’E 2,053 2004.11.02.
MC03 surface 33°59.983’N 137°10.225’E 1,852 2004.11.06.
MC04 surface 34°08.740’N 137°29.415’E 1,359 2004.11.07.
MC05 surface 34°12.230’N 137°27.615’E 1,258 2004.11.08.
MC06 surface 34°16.557’N 137°57.921’E 734 2004.11.09.
MC07 surface mud volcano 33°40.646’N 136°34.098’E 1,920 2004.11.10.
PC01 surface 33°57.649’N 137°15.829’E 1,440 2004.11.01.
PC03 surface 33°49.164’N 136°30.056’E 2,053 2004.11.02.
PC04 surface 33°50.734’N 136°29.658’E 1,886 2004.11.02.
PC09 surface 34°13.346’N 137°40.265’E 1,166 2004.11.08.
PC10 surface 34°16.587’N 137°44.841’E 922 2004.11.09.
PC11 surface 34°13.145’N 137°42.702’E 1,076 2004.11.09.





を、「培養後試料」とした。「培養後試料」には、ANME−2a や ANME-3 と思
われるクローンが得られている（第 5 章参照）。 
 
 
















 ME1 （ 5'-GCMATGCARATHGGWATGTC-3' ） お よ び ME2 （ 5'-
TCATKGCRTAGTTDGGRTAGT-3'）（117）を⽤いた PCR により、mcrA 遺
伝⼦断⽚を増幅した。PCR には thermal cycler GeneAmp 9600（Perlin 
Elmer）および Ampli Taq Gold（Applied Biosystems）を使⽤した。PCR反
応は、94℃ 10 分、続いて 35 サイクルの 94℃ 1 分、40℃ 1 分、72℃ 2 分、
そして 72℃ 10 分で⾏った。得られた PCR 反応産物は、2%のアガロースゲ
ル電気泳動により断⽚の⼤きさを確認した。 
Sample name Area (year) note
S1k Nankai Trough (2004) methane seep
S1vI Nankai Trough (2007) Before cultivation, No methane seep features in sediment samples
S1vC4kt Nankai Trough (2007) After cultivation  under anaerobic conditions with methane















 本実験で使⽤したプライマーを表 3-3 にまとめた。また、プライマーの組み
合わせを、PCR産物の断⽚⻑と共に表 3-4 に⽰した。Primer set No.として、
1番〜4番は 16S rRNA 遺伝⼦をターゲットにしており、また 5番〜12番は
mcrA 遺伝⼦をターゲットにしている。Primer set No.5番は、本章の菌叢解
析に⽤いた ME1-ME2 を少し改良したものである。このプライマーの増幅範
囲のさらに内側の領域を狙って布浦らによって再構築されたのが、Primer set 
No.6番および 7番である（118）。彼らは論⽂の中で Primer set No.7番を最




 本章では、これらのプライマーを⽤いて予備的実験を⾏った。表 3-2 に⽰し
た 3 試料（2004 年度採取の S1k、2007 年度採取の S1 の培養前および培養
後）の DNA 溶液を、表 3-4 に⽰したプライマーの組み合わせで、PCR を⾏
った。PCR には thermal cycler GeneAmp 9600（Perlin Elmer）および Ampli 
Taq Gold（Applied Biosystems）を使⽤した。PCR反応は、94℃ 10 分、続
いて 35 サイクルの 94℃ 1 分、各アニーリング温度で 1 分、72℃ 2 分、そし




ンダードの組み合わせで qPCR がうまくいくかを確認した。 
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表 3-3 ANME 検出⽤プライマー 
 
  
Target group Primer Name Sequence Reference




16S rRNA gene for ANME-2b ANME2b-402F 5'-AGTGCCAGTACTAAGTGC-3' 120
ANME2b-1251R 5'-TTTCGAGGTAGGTACCCA-3' 120




16S rRNA gene for ANME-3 ANME3-140F 5'-GGATTGGCATAACACCGG-3' 120
ANME3-1249 5'-TCGGAGTAGGGACCCATT-3' 121





mcrA  gene except ANME-1 mcrIRD F 5'-TWYGACCARATMTGGYT-3' 122
mcrIRD R 5'-ACRTTCATBGCRTARTT-3' 122
mcrA  gene for group c-d (ANME-2) group c-d f 5'-TACATGTCAGGTGGTGTCGGATTC-3' 122
group c-d reverse 5'-CCGTAGTACGTGAAGTCATCCAGCA-3' 122
mcrA  gene for ANME-2 mcrAM-2 f 5'-GGATTCACGCAGTACGCAAC-3' 119
mcrAM-2 r 5'-CAAGAAGCGTTGGGTAGTCC-3' 119
mcrA gene for Methanococcaceae mcrMc f 5'-AAGAAGAGCAAGAGGTCCAAA-3' 119
mcrMc r 5'-TCGTATCCGTAGAATCCTAATCT-3' 119
mcrA  gene for Methanogenium mcrMgen f 5'-CACCTACTACGGTATGGACTATAC-3' 119
mcrMgen r 5'-GAGTTTGCTGAACCACACTG-3' 119
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 qPCR は、7500 Fast Real-Time PCR system（Applied Biosystems）およ
び SYBR Premix Ex Taq（Perfect Real Time）（Takara）を⽤いた。10倍毎
に段階希釈したスタンダードと⽐較することで、試料中の ANME に特異的な
16S rRNA 遺伝⼦およびmcrA 遺伝⼦を⾒積った。qPCR に使⽤したプライマ
ーを表 3-5 に⽰す。また、各プライマー の位置関係を図 3-1 に⽰した。mcrA
遺伝⼦のところには、本章の菌叢解析で⽤いたプライマーME1-ME2 も併せ
て⽰した。 
 ANME に特異的な 16S rRNA 遺伝⼦を定量するために、ANME2a-426F1・
ANME2a-426F2・ANME2a-426F3 の 3種類を等量混合したフォワードプラ
イマーおよび ANME2a-1242R のリバースプライマーの組み合わせである
Primer set No.1 と、ANME2c-AR468f1・ANME2c-AR468f2・ANME2c-
AR468f3 の 3 種類を等量混合したフォワードプライマーおよび ANME2c-
1411R のリバースプライマーの組み合わせである Primer set No.3 を等量混













4 16S rRNA gene for ANME-3 ANME3-140F ANME3-1249 1100
5 mcrA gene ME1f' ME2r' 750
6 mcrA gene ME3 ME2r' 500
ME3MF
ME3MF-e
8 mcrA gene  except ANME-1 mcrIRD F mcrIRD R 500
9 mcrA gene  for group c-d (AMNE-2) group c-d f group c-d reverse 82
10 mcrA gene  for ANME-2 mcrAM-2 f mcrAM-2 r 200
11 mcrA gene  for Methanococcaceae mcrMc f mcrMc r 540
12 mcrA gene  for Methanogenium mcrMgen f mcrMgen r 350
7 ME2r'mcrA gene 500
1 ANME2a-1242R16S rRNA gene for ANME-2a 800
3 ANME2c-1411R16S rRNA gene for ANME-2c 1000
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よび ANME-2c と思われる枝に分類されたクローンを 1 つずつ選び（それぞ
れ、S1s-A1-01、S1s-A4-18、図 2-7）、その配列を TA Cloning vector pCR2.1
（Invitrogen）にライゲーションしたプラスミドを⽤いた。各プラスミドを 1
×1010 copies/µL に調整後、2種類を等量混合し、10倍毎に段階希釈した。 
 mcrA 遺伝⼦を定量するために、ME3MF と ME3MF-e を 250:1 の割合で
混合したフォワードプライマーおよび ME2r’のリバースプライマーの組み合
わせである Primer set No.7（表 3-4）を使⽤した。スタンダードは、本章で
実施した mcrA 遺伝⼦での系統解析で得られたクローンのうち、ANME-
2a,2b、ANME-2c、ANME-3 と思われる枝に分類されたクローンを 1 つずつ
選び（それぞれ、S1k-m40、S1k-m01、S1k-m43、図 3-3）、その配列をそれ
ぞれ TA Cloning vector pCR2.1（Invitrogen）にライゲーションしたプラスミ
ドを⽤いた。各プラスミドを 1×1010 copies/µL に調整後、3種類を等量混合
し、10倍毎に段階希釈した。反応条件は、16S rRNA 遺伝⼦、mcrA 遺伝⼦と
もに、95℃ 1 分、続いて 40 サイクルの 95℃ 30 秒、55℃ 15 秒、72℃ 30




表 3-5 qPCR に使⽤したプライマー 
 
Target group Primer Name Sequence






























3.2.3.1 mcrA 遺伝⼦での菌叢解析結果 
 
 南海トラフの表層堆積物 15 試料を ME1-ME2 で PCR したところ、メタン
シープの試料である S1s、S1k で、⽬的の PCR産物と思われる 750bp のバン























Archaeal 16S rRNA gene




 ANME2c-AR468f1  ANME2c-1411R







：プライマーによる増幅範囲  ARC344F  U1492R














それ以外は qPCR に⽤いたプライマー。 




 S1s および S1k の PCR産物より得られたクローンをシークエンスし、mcrA
のアミノ酸配列で描いた系統樹を図 3-3 に⽰す。S1s より 40 クローン、S1k
より 43 クローンが得られた。それぞれ、97%以上の相同性を持つクローンを
1 つのグループにしたところ、S1s では 3グループ、S1k では 4グループに分
かれた。S1s・S1k ともに、ANME-2a と思われる枝に分類されたクローンが
圧倒的に多く、S1s で 97%、S1k で 91%だった（図 3-4）。また、ANME-3 と
思われるクローンも 1 クローンずつ得られた。S1k においては、ANME-2c と
思われるクローンが 3 クローン（7%）得られた。今回得られた全てのクロー
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2004年度S1試料より得られた mcrA クローン ＊Out G roup：3 6番










































































































ethanocella paludicola SANAE 
M
 
ethanocella sp. clone MOME40_25m
Methanonatronarchaeum sp. AMET1 
M
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図 3-4 ANME サブグループに分類されたクローンの内訳 








 表 3-3 に載せた各種プライマーを⽤いて、40℃〜62℃のアニーリング温度
条件による PCR のバンドパターンを図 3-5 に⽰す。電気泳動写真のレーン









マーでバンドが増幅したという本結果は、第 2 章のアーキアの 16S rRNA 遺
伝⼦での菌叢解析結果と⽭盾は無かった。また、ANME-2b を狙ったプライマ
ーでもアニーリング温度 50〜55℃で薄いバンドが検出された。mcrA 遺伝⼦
を狙ったプライマーでは、Primer set No.5、6、7、および 9、10 で良好な増
幅が⾒られた。Primer set No.5 は、菌叢解析で使⽤したプライマー、ME1-
ME2 を少し改良したものだが、45℃以上でより良好な増幅が確認された。
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 2007 年度 S1vC4kt（培養後の試料）における PCR 結果でも、いくつかの
プライマーセットでバンドが検出された。16S rRNA 遺伝⼦を標的にしたプラ
イマーは、ANME-3（Primer set No.4）のみ、ほぼ全ての温度条件で良好な
増幅が⾒られた。mcrA 遺伝⼦を狙ったプライマーでは、Primer set No.5、6、
7 でバンドが検出されたが、バンドの濃さに差が⾒られ、Primer set No.7 が
最も良かった（図 3-5）。また、Primer set No. 9 は、2007年度 S1 培養後の
試料では増幅が⾒られず、Primer set No. 10 は、40℃と 45℃でバンドの増幅
が⾒られたが、バンドのサイズが S1k における PCR 結果と異なっており、⾮
特異的増幅であると思われた。 
 
 2007年度 S1vI（培養前の試料）における PCR 結果は、ANME-3 を狙った




Primer set No.7 が良いと判断した。また、16S rRNA 遺伝⼦をターゲットに
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各写真の M は DNA 分⼦量マーカー、レーン No. 1〜12
は、表 3-4 の Primer set No. 1〜12 に対応している。 
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40℃ 45℃ 50℃ 52℃ 55℃ 58℃ 62℃
1 16S rRNA for ANME-2a ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
2 16S rRNA for ANME-2b × × △ △ △ × ×
3 16S rRNA for ANME-2c ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
4 16S rRNA for ANME-3 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
5 mcrA ○ ○ ○ ○ ○ ○ ×
6 mcrA △ △ ○ ○ ○ ○ △
7 mcrA △ ○ ○ ○ ○ ○ △
8 mcrA except ANME-1 × ○ × △ △ × ×
9 mcrA for group c-d (AMNE-2) △ △ ○ ○ ○ ○ ○
10 mcrA for ANME-2 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
11 mcrA for M. coccaceae × △ × × × × ×
12 mcrA for M. genium × × × × × × ×
40℃ 45℃ 50℃ 52℃ 55℃ 58℃ 62℃
1 16S rRNA for ANME-2a × × × × × × ×
2 16S rRNA for ANME-2b × × × × × × ×
3 16S rRNA for ANME-2c × × × × × × ×
4 16S rRNA for ANME-3 × × △ △ △ × ×
5 mcrA × × × × × × ×
6 mcrA × × × × × × ×
7 mcrA × × × × × × ×
8 mcrA except ANME-1 × × × × × × ×
9 mcrA for group c-d (AMNE-2) △ △ × × × × ×
10 mcrA for ANME-2 △ △ × × × × ×
11 mcrA for M. coccaceae × × × × × × ×
12 mcrA for M. genium × × × × × × ×
40℃ 45℃ 50℃ 52℃ 55℃ 58℃ 62℃
1 16S rRNA for ANME-2a × × △ △ △ △ ×
2 16S rRNA for ANME-2b × × × × × × ×
3 16S rRNA for ANME-2c × × × × × × ×
4 16S rRNA for ANME-3 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
5 mcrA × × △ ○ △ × ×
6 mcrA × × ○ ○ ○ △ ×
7 mcrA △ × ○ ○ ○ ○ ×
8 mcrA except ANME-1 × × × △ × × ×
9 mcrA for group c-d (AMNE-2) × × △ △ × × ×
10 mcrA for ANME-2 ○ ○ × × × × ×
11 mcrA for M. coccaceae × × × × × × ×
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3.2.3.3 ANME の定量分析結果 
 
 3.2.3.2 の条件検討より選別したプライマーセット（表 3-5）を⽤いて、南海
トラフの海底堆積物表層 15 試料に関して、ANME に特異的な 16S rRNA 遺
伝⼦およびmcrA 遺伝⼦の定量分析を⾏った。海底堆積物 1g あたりの遺伝⼦
コピー数を図 3-6、図 3-7、表 3-7 に⽰す。 
 
 ANME-2a および ANME-2c に特異的な 16S rRNA 遺伝⼦の混合プライマ
ーにより qPCR を⾏ったところ、S1s、S1k、MC07、PC03、PC11 で遺伝⼦
が検出され、定量された。S1s では 2.3×105 copies/g、S1k では 1.2×107 
copies/g で、泥⽕⼭（MC07）および⼀般海底（PC03、PC11）では 104 オー
ダーであった（図 3-6、⻘）。また、検量線の検出限界以下ではあったが、MC01、
MC03、MC06、PC10 でも 103 オーダーでコピー数が算出された（図 3-6、
灰⾊）。 
 
 mcrA 遺伝⼦は、S1s と S1k のみで検出され、S1s では 6.2×106 copies/g、
S1k では 1.5×108 copies/g が⾒積もられた。また、泥⽕⼭および⼀般海底堆
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図 3-7 mcrA 遺伝⼦をターゲットにした qPCR 結果 






















































































































⻘が ANME に特異的な 16S rRNA 遺伝⼦のコピー数（copies/g 
sediment）。灰⾊は、検量線の範囲以下ではあるが、数値として
算出されたもの。 
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表 3-7 16S rRNA 遺伝⼦および mcrA 遺伝⼦の qPCR 結果 






















S1s 2.3 × 105 6.2 × 106
S1k 1.2 × 107 1.5 × 108
MC01 （3.3 × 103） ND
MC02 ND ND
MC03 （4.3 × 103） ND
MC04 ND ND
MC05 ND ND
MC06 （9.0 × 103） ND
MC07 3.4 × 104 ND
PC01 ND ND
PC03 2.2 × 104 ND
PC04 ND ND
PC09 ND ND
PC10 （6.3 × 103） ND
PC11 1.3 × 104 ND




 第 2 章のアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦による菌叢解析の結果では、メタン
シープの試料において Methanosarcinales ⽬の優占が確認されたが、本章で
の mcrA 遺伝⼦に基づく菌叢解析の結果、メタンシープである S1s および S1k
より得られたクローンは全て、ANME-2 および ANME-3 と思われる枝に分
類された（図 3-3）。この結果は、第 2 章でのアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦に
基づく系統解析の結果と⼀致する。また、その⽐率は、ANME-2a,2b が圧倒
的に多かった（図 3-4）。しかしながら、この結果は、第 2 章のアーキアの 16S 
rRNA 遺伝⼦で得られた Methanosarcinales ⽬の枝に属すクローンの⽐率と
は若⼲異なっていた（図 3-4・図 2-8）。これは、プライマーのバイアスである
と考えられるが、いずれにしても、16S rRNA 遺伝⼦およびmcrA 遺伝⼦での
菌叢解析で、S1s および S1k には ANME-2a,2b に近縁なクローンが優占的に
存在し、さらに ANME-2c、ANME-3 に近縁な微⽣物の存在が⽰された。 
 
 また、第 2 章でのアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦の菌叢解析で、メタンシー
プ以外にも、少数ではあるが MC01、MC04、MC05、MC06、 MC07、PC01、
PC03、PC04、PC09、PC11 の 10 サイトで Methanosarcinales ⽬に分類さ
れたクローンが得られた（図 2-6）。しかしながら、これらは全て ANME には
分類されなかったわけだが（図 2-9）、それにもかかわらず、今回の ANME-2a
および ANME-2c に特異的な 16S rRNA 遺伝⼦をターゲットにした qPCR で
は、メタンシープである S1s・S1k の他に、泥⽕⼭である MC07、そして⼀般
海底である PC03 と PC11 で ANME 特異的 16S rRNA 遺伝⼦のコピー数が
定量された（図 3-6）。このことは、第 2 章の結果と⽭盾するが、このプライ
マーの感度の良さを表しているのかも知れない。また、ANME 特異的な 16S 
rRNA 遺伝⼦のコピー数は、S1s では 2.3×105 copies/g、S1k では 1.2×107 
copies/g という結果であり、第 2 章での菌叢解析における Methanosarcinales
⽬に分類されたクローンの割合（S1s は 64%、S1k は 79%）の⼤⼩関係と⽭
盾は無かった。 
 
 mcrA 遺伝⼦をターゲットにした qPCR では、メタンシープである S1s お
よび S1k からのみ mcrA 遺伝⼦が検出され、⼀般海底からは検出しないとい
う結果となった（図 3-7）。この mcrA 遺伝⼦のプライマーは、ANME のみを
検出するのではなく、メタン⽣成古細菌と ANME の両⽅を検出するものであ
る（118）。したがって、第 2 章でのアーキア 16S rRNA 遺伝⼦の菌叢解析で
得られた S1 以外の 10 サイト（MC01、MC04、MC05、MC06、 MC07、











 S1s および S1k に関して、mcrA 遺伝⼦と ANME 特異的 16S rRNA 遺伝⼦
の qPCR 結果を⽐較すると、mcrA 遺伝⼦の⽅が ANME 特異的 16S rRNA 遺
伝⼦より１オーダー多い結果となっていた。データベース上のいくつかのメ
タン⽣成古細菌の全ゲノム配列から、mcrA 遺伝⼦と 16S rRNA 遺伝⼦のコ
ピー数を確認したところ、mcrA 遺伝⼦は 1コピー、それに対して 16S rRNA
遺伝⼦は菌株によって異なり、2〜6コピー存在していた。このことから、mcrA
遺伝⼦より 16S rRNA 遺伝⼦の⽅が多いはずである。菌叢解析の結果（図 3-
3）では、S1 試料に含まれる mcrA 遺伝⼦配列は全て ANME-2 または ANME-
3 であったが、qPCR に⽤いたプライマーと菌叢解析に⽤いたプライマーとは
若⼲異なるため（図 3-1）、qPCR では ANMEだけでなくメタン⽣成古細菌も
検出されている可能性も考えられる。第 2 章のアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦
での菌叢解析では、S1 の試料には Methanococcoides 属に近縁な配列や






 現在のところ、全てのサブグループの AMNE を⼀挙に検出し、尚且つメタ
ン⽣成古細菌を検出しないプライマーは無い。特に mcrA 遺伝⼦をターゲッ
トとした有効なプライマーは難しいと思われる。サブグループごとの ANME















② ANME に特異的な 16S rRNA 遺伝⼦をターゲットとして qPCR による
定量分析を⾏った。 
その結果、メタンシープの他に、泥⽕⼭やいくつかの⼀般海底の試料からも
ANME に特異的な 16S rRNA 遺伝⼦のコピー数が算出された。ANME 特異
的 16S rRNA 遺伝⼦を⽤いる場合には、プライマーやスタンダードの精査が
必要であると思われる。 
 
③ mcrA 遺伝⼦をターゲットとして qPCR による定量分析を⾏った。 
その結果、メタンシープと⼀般海底とで明らかな差が確認できた。しかしなが
ら mcrA 遺伝⼦では ANME とメタン⽣成古細菌との区別がつかないことか
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物中の MOB に関する知⾒は、アーキアによる AOM に⽐べて少ない。 







性が考えられた。第 2 章のバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析では、














 2004 年度に採取した南海トラフ堆積物表層試料 15 試料を本実験に供した











Methylobacter luteus（Type I）、Methylococcus capsulatus（Type X）、
Methylosinus trichosporium（Type II）の 3 菌株を、そしてネガティブコン






の各菌株の培養液をフィルター集菌（Whatman, Nuclepore Track-Etch 
Membrane, polycarbonate, 0.2 µm pore size, 25 mm）して 1.5 mL のエッペ
ンドルフチューブに⼊れ、567 µL の TE buffer、30 µL の 10%SDS、6 µL の
5%TritnX-100、3 µL の ProteinaseK（20 mg/mL）を添加し、50℃で 1時間
インキュベート後に 80 µL の CTAB/NaCl溶液および 100 µL の 5M-NaCl溶
液を添加し、65℃で 10 分間加熱後、Chloroform/isoamylalcohol（24:1）を添
加してフィルターを溶解し、さらにフェノクロ処理、続いてエタノール沈殿を
⾏い、最終的に 50 µL の TE buffer に溶解した。 







⽰す。また、PCR の鋳型 DNA には、Methylobacter luteus（Type I）、
Methylococcus capsulatus（Type X）、Methylosinus trichosporium（Type II）
および、ネガティブコントロールとして Escherichia coli を⽤いた。PCR に
は thermal cycler GeneAmp 9600（Perlin Elmer）および Ampli Taq Gold
（Applied Biosystems）を使⽤した。PCR反応は、94℃ 10 分、続いて 35 サ
イクルの 94℃ 1 分、各アニーリング温度で 1 分、72℃ 2 分、そして 72℃ 10
分で⾏った。得られた PCR反応産物は、2%のアガロースゲル電気泳動により
断⽚の⼤きさを確認した。 












 予備実験によって選ばれた 2種類のプライマーを表 4-2 に⽰す。また、それ
らのプライマーの位置関係を図 4-1 に⽰す。pmof1 と pmor のプライマーセ
ットを P1、A189f と mb661r のプライマーセットを P2 と呼ぶことにする。 
 2004年度に採取した南海トラフ海底堆積物 15 試料（表 3-1）に関して、予
備実験によって選ばれたプライマー（表 4-2）による PCR で pmoA 遺伝⼦を
増幅した。PCR には thermal cycler GeneAmp 9600（Perlin Elmer）および
Ampli Taq Gold（Applied Biosystems）を使⽤した。PCR反応は、94℃ 10
分、続いて 35 サイクルの 94℃ 1 分、各アニーリング温度で 1 分、72℃ 2
分、そして 72℃ 10 分で⾏った。アニーリング温度は、P1 のプライマーセッ
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 クローニング⽅法は、2.2.2 に準じた。P1 のプライマーセット（pmof1-pmor）
での増幅断⽚約 330 bp および P2 のプライマーセット（A189f-mb662r）での






























Archaeal 16S rRNA gene




 ANME2c-AR468f1  ANME2c-1411R







：プライマーによる増幅範囲  ARC344F  U1492R






















 qPCR には、7500 Fast Real-Time PCR system（Applied Biosystems）お
よび SYBR Premix Ex Taq（Perfect Real Time）（Takara）を⽤いた。10倍
毎に段階希釈したスタンダードと⽐較することで、試料中の pmoA 遺伝⼦を
⾒積った。qPCR に使⽤したプライマーを表 4-2 に⽰す。P1 のプライマーセ
ットを使う際のスタンダードは、Methylococcaceae bacterium SF-BR株（49）
の pmof1-pmor の領域を、また、P2 のプライマーセットを使う際のスタンダ
ードは、南海トラフ海域より単離された KUM06株（unpublished）の A189f-
mb661r の領域を、それぞれ TA Cloning vector pCR2.1（Invitrogen）に繋い
だプラスミドを作成し、1×1010 copies/µL に調整後、10 倍ごとに段階希釈し
た。反応条件は、P1・P2 ともに、95℃ 1 分、続いて 40 サイクルの 95℃ 30













は⾒られず、pmof1-pmor、pmof2-pmor および A189f-mb661r の 3 つのプラ
イマーセットが良好であった。pmof2-pmor は、pmof1-pmor の内側の領域を
狙った Nested PCR のために作成されたもので、得られる断⽚⻑が短いため、
本実験では pmof1-pmor および A189f-mb661r の 2種類のプライマーセット
を使⽤することにした。先にも述べたが、以下では pmof1-pmor のプライマー
セットを P1、A189f-mb661r のプライマーセットを P2 と表記する。 
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4.2.3.2 pmoA 遺伝⼦での菌叢解析結果 
 
 P1・P2 の 2種類のプライマーセットで南海トラフ海底堆積物試料から抽出
した DNA を鋳型として PCR した結果を図 4-2 に⽰す。 
 





 P2 のプライマーセットで PCR した結果、S1s・S1k の他に、MC07 ではっ
きりと濃いバンドが検出された。また、⼀般海底である MC01 、MC02、 
MC03、 MC04、 MC05、 MC06、PC11 でもバンドが確認された。PC01〜
PC10（レーン No.10〜14）はバンドが確認できなかったので、この PCR 産

















pmof1 pmor 45℃ ＋ ＋ ＋ −
pmof2 pmor 45℃ ＋ ＋ ＋ △
A189f A650r 55℃ − ＋ ＋ −
A189f mb661r 55℃ ＋ ＋ ＋ △
A189f A682r 55℃ ＋ △ ＋ △
Mb : Methylobacter luteus 
Mc : Methylococcus capsulatus 
Ms : Methylosinus trichosporium 
Ec : Escherichia coli 















ろ、pmoA 遺伝⼦の配列が得られた。P1 のプライマーで得られた pmoA 遺伝
⼦配列は、S1s からは 14配列、S1k からは 11配列だった。また、P2 のプラ
イマーで得られた pmoA 遺伝⼦配列は、S1s から 11配列、S1k から 61配列、
MC01 から 10配列、MC02 から 7配列、MC03 から 5配列、MC04 から 7配
列、MC05 から 4配列、MC06 から 2配列、MC07 から 10配列、PC11 から




 M  MW Marker
  1　S1s 
  2　S1k 
  3　MC01 
  4　MC02 
  5　MC03 
  6　MC04 
  7　MC05 
  8　MC06 




























第 4 章 MOB の検出の検討 
 76 
 また、⼀般海底の堆積物試料における P2 のプライマーセットでのクローニ
ングでは、⾮特異的増幅の配列が多く含まれていた（表 4-4）。 
 
 これら全ての pmoA 遺伝⼦配列より作成した系統樹を図 4-3 に⽰す。 
P1・P2 のプライマーは、読んでいる領域が同じであるため（図 4-1）、同⼀系







表 4-4 P2 プライマーで得られたクローンおよび⾮特異的増幅 
 
  






S1s 11 0 0
S1k 61 0 0
MC01 11 1 9
MC02 12 5 42
MC03 12 7 58
MC04 12 5 42
MC05 12 8 67
MC06 12 10 83
MC07 12 2 17
PC01 0




PC11 12 9 75
[ A189f-mb661r ]
Sample Name
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pmoA遺伝子（pmoA A189-pmoA mb661） ＊
 
O ut G roup：0 0 4番
＊アッセンブルした
＊アミノ酸配列
0.1 Uncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-14  [AB176935]
Methylocaldum gracile
Methylococcus capsulatus
Endosymbiont clone M34.3 [AM283468]
Uncultured bacterium clone TS-S P-32 [EU417466]
U
 
ncultured bacterium clone Bubsed_9A [EU444861]
Uncultured bacterium clone GC234_C04 [DQ518573]
Uncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-18 [AB176933]
U
 
ncultured bacterium clone OPU1 [AB261621]
U
 








Methylomicrobium sp. clone pmoA_OTU8 [LT555359]
U
 
ncultured bacterium clone pmoA_OTU9 [LT555363]
U
 




Uncultured bacterium clone NZ_45_pmoA_69 [KC751371]
M
 
ethylomarinum sp. SSMP1 [KU740209]
Uncultured bacterium clone FE2pmoA04 [EU982979]
Endosymbiont clone M1.1 [AM402965]
U
 
ncultured bacterium clone GC233_A04 [DQ514623]
Uncultured bacterium clone NBP_F01 [DQ514648]
U
 
ncultured bacterium clone OPU2 [AB261622]
U
 
ncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-16 [AB176939]
U
 
ncultured bacterium clone 4pmP8b03 [FN650309]
Uncultured bacterium clone TS-S P-66 [EU417487]
U
 
ncultured bacterium clone 3pmP8H58 [FN650306]
Uncultured bacterium bacterium clone PMO-Ga  [AY354038]
U
 












ethanotrophic bacterium LK5 [AF533663]
M
 






athymodiolus symbiont pMMOA-1 [AB062137]




ncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-6 [AB176937]
M
 
ethylomarinum vadi strain IT-4 [AB302947]
U
 
ncultured bacterium clone JR107-661-22 [AY654705] 
Uncultured bacterium clone JR107-661-20 [AY654702] 
Uncultured bacterium clone JR60-661-3 [AY654695] 
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4.2.3.3 pmoA 遺伝⼦での定量解析結果 
 
 P1 のプライマーを⽤いた qPCR により pmoA 遺伝⼦を定量したところ、メ
タンシープである S1s および S1k の pmoA のコピー数は、海底堆積物 1 g あ
たり、それぞれ、3.1×106 copies/g、2.9×106 copies/g であった。また、泥⽕⼭
である MC07 でも pmoA 遺伝⼦が検出され、3.2×105 copies/g と⾒積もられ
た。⼀⽅、⼀般海底試料は全て検出限界以下であった（図 4-4-⾚）。 
 P2 のプライマーを⽤いた qPCR により pmoA 遺伝⼦を定量したところ、
S1s および S1k は、海底堆積物 1g あたり、それぞれ、8.8×106 copies/g、5.7×106 
copies/g であった。また、MC07 は 1.2×106 copies/g と⾒積もられた。更に、
⼀般海底試料からも、3.9×103 copies/g から 2.3×105 copies/g の pmoA 遺伝⼦
が検出された（図 4-4-桃）。PC01、PC04、PC09、PC10 は、PCR でバンドが
全く得られずクローニングが出来なかったにも関わらず、qPCR により pmoA
遺伝⼦のコピー数が⾒積もられた。また、PC04 と PC09 は、検量線の下限値
以下であった（図 4-4-桃）。 
 しかしながら、4.2.3.2 の菌叢解析の結果から、P2 のプライマーを⽤いた場
合、⼀般海底の試料では PCR産物に⾮特異的増幅が多く含まれた（表 4-4）。
このことを鑑み、P2 プライマーでの qPCR の結果（図 4-4-桃）から⾮特異的
増幅の割合を差し引いた値を算出した（図 4-4-⻩）。その結果、S1s および S1k
は、⾮特異的増幅がゼロだったためコピー数の値は変わらなかったが、MC07
は⾮特異的増幅が 17%であったため、1.0×106 copies/g となった。また、⼀般
海底試料である MC01、MC02、MC03、MC04、MC05、MC06、PC11 では、
9%〜83%の⾮特異的増幅割合により、pmoA 遺伝⼦は 7.7×103〜7.8×104 
copies/g となった（表 4-5）。PC03 は、qPCR で⾒積もられた pmoA 遺伝⼦の
コピー数は 9.1×104 copies/g であったが、クローニングの結果で得られた配列
が全て⾮特異的増幅だったため、差引後のコピー数は 0 copies/g となった。ク
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  コピー数（copies/g sediment）。 
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 qPCR による pmoA 遺伝⼦の定量分析では、メタンシープ（S1）および泥
⽕⼭（MC07）では、海底堆積物試料 1g 中に 105〜106 copies/g が検出された。
また、⼀般海底試料においては、前述の PCR による⾮特異的増幅がある事を
差し引いても、多くの海底堆積物 1 g 中に、103〜104オーダーで pmoA 遺伝
⼦が存在する事が明らかとなり、このことから、南海トラフにおいて、メタン
シープ以外の場所でも、普遍的に MOB が存在する事が⽰唆された。 
 pmoA に特異的な pmof1-pmor プライマーセット（P1）を⽤いて PCR し、
クローニングおよびシークエンスを⾏ったところ、メタンシープである S1 か
らのみ、pmoA配列が検出された（MC07 は PCR反応産物が切り出せるほど








S1s 8.8E+06 0 8.8E+06
S1k 5.7E+06 0 5.7E+06
MC01 2.9E+04 9 2.6E+04
MC02 3.9E+04 42 2.3E+04
MC03 8.7E+04 58 3.6E+04
MC04 4.9E+04 42 2.8E+04
MC05 2.3E+05 67 7.8E+04
MC06 4.6E+04 83 7.7E+03
MC07 1.2E+06 17 1.0E+06
PC01 1.5E+04




PC11 9.0E+04 75 2.3E+04
■は、検量線範囲以下







pmoA 遺伝⼦とは異なる配列が多く含まれていた。これは試料中の pmoA 配
列が少ないために P2 のプライマーセットが pmoA 遺伝⼦とは異なる配列ま
で増幅したことが想像された。 








は、存在する MOB の菌叢が異なる事を⽰している。S1由来の pmoA配列の




MC07 において、本実験に供した MC07 の表層堆積物の間隙⽔のメタン濃度
は⼀般海底と同レベルであったが、海底下約 26 cm では約 7.0 µmol/kg のメ





・南海トラフ海域において、かなり普遍的に MOB が存在する。 
・MOB には、メタン濃度に応じた棲み分けがあるかも知れない。 
・P1 のプライマーセット（pmof1-pmor）では、メタンシープの MOB のみが
検出される。 
・P2 のプライマーセット（A189f-mb661r）ではメタンシープと⼀般海底の両
⽅の MOB が検出できる。 
 
 これらのことから、例えば原位置での PCR 技術を⽤いた場合、P1 のプラ












濃度では、pmoA 遺伝⼦コピー数が 2倍になるのに 52 ⽇を要する。菌体の死
滅などを考慮すると、PCR での検出は困難であるように思う。⼀⽅で、メタ
ン濃度が 5 µMだった場合、pmoA 遺伝⼦は 11 ⽇で 2倍になる。このことか
ら、メタン濃度が 5 µM付近が、メタン漏洩検知の検出限界であるかも知れな
い。⾮メタン湧出域の pmoA 遺伝⼦が 500 copies/g（検出限界以下）だった場






































③ P1 プライマーセットを⽤いて pmoA 遺伝⼦をターゲットとして qPCR に
よる定量分析を⾏った。 
その結果、メタンシープおよび泥⽕⼭で pmoA 遺伝⼦が検出された。 
 
④ P2 プライマーセットを⽤いて pmoA 遺伝⼦をターゲットとして qPCR に
よる定量分析を⾏った。 
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（図 5-1）のうち、S-1 および AT-2 を本実験に供した。また、培養に使⽤した
海⽔は、K-1 より採取した（図 5-1、表 5-1）。 
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Area Sample name Sample Latitude Longitude Water depth (m)
Nankai Trough (2007)
S-1 sediment 34°04.72’N 137°47.24’E 629
AT-2 sediment 33°56.95’N 137°18.35’E 1,152
K-1 sea water 34°48.73’N 136°31.56’E 2,057
●は試料採取地点を⽰す。S-1 はボックスコアラ採泥、AT-2 は
マルチプルコアラー採泥、K-1 はニスキン採⽔。 












 S-1 は、全ての培養条件で同じ試料を⽤いたが、AT-2 は、好気培養には上
層、嫌気培養には下層の堆積物試料を⽤いた。培養は、容積約 122 mL のバイ
アルに海底堆積物試料を約 2 mL ずつ⼊れ、濾過滅菌した海⽔（K-1 より採
取）を 50 mLずつ分注し、ブチルゴム栓で密栓後アルミシールした。 
 好気条件⽤のバイアルでは、バイアル内の気相をシリンジで 20 mL抜き、
20 mL のメタン標準ガスおよび 30 mL の酸素標準ガスをシリンジで加えた
（気相部の酸素 40 mL、メタン 20 mL）。 
 また、嫌気条件⽤のバイアルには、シリンジ針を通して窒素ガスを約 15 分
間流⼊して、バイアル内の気相を窒素に置換した後、バイアル内の気相をシリ
ンジで 20 mL抜き、50 mL のメタン標準ガスをシリンジで加えた（気相部の
メタン 50%）。 









 培養⽤に仕込んだバイアル瓶の中⾝全量を 50 mL 容遠⼼管に移し、8,000 
rpm で 10 分間、4℃で遠⼼し、その沈殿物を ISOIL Large for Beads（Nippon 








 培養前後の各ゲノム試料に関して、PCR を⾏った。PCR には thermal cycler 
GeneAmp 9600（Perlin Elmer）および Ampli Taq Gold（Applied Biosystems）
を使⽤し、表 5-2 に⽰す各プライマーセットおよびアニーリング温度条件で⾏
った。PCR の反応条件は、94℃ 10 分、続いて、94℃ 1 分、各プライマーで
のアニーリング温度で 1 分、72℃ 2 分の 3 ステップを 35 サイクル、そして




表 5-2 本章で使⽤したプライマーおよびアニーリング温度 
 
Target group Primer Name Sequence Annealing 
temp.
Archaeal 16S rRNA gene
ARC344F 5'-ACGGGGYGCAGCAGGCGCGA-3'
U1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'




















 クローニング⽅法は、2.2.2 に準じた。アーキアおよびバクテリア 16S rRNA
遺伝⼦では、フォワード側の約 500 bp（E. coli numbering で、アーキアは、
344〜850、バクテリアは 8〜500）の部分配列をシークエンスした。mcrA 遺
伝⼦では、ME1-ME2 の増幅断⽚約 750 bp をシークエンスした。pmoA 遺伝
⼦では、P1 のプライマーセット（pmo1f-pmor）での増幅断⽚約 330 bp およ













 qPCR に使⽤したプライマーを表 5-3 に⽰す。また、qPCR に⽤いたプライ
マーと菌叢解析に⽤いたプライマーの位置関係を図 5-2 に⽰す。 
 qPCR は、7500 Fast Real-Time PCR system（Applied Biosystems）およ
び SYBR Premix Ex Taq（Perfect Real Time）（Takara）を⽤いた。10倍毎
に段階希釈したスタンダードと⽐較することで、試料中のターゲットの遺伝⼦
を⾒積った。アーキアの 16S rRNA 遺伝⼦の定量のためのスタンダードは、
Thermococcus kodakaraensis KOD1株（127）の 16S rRNA 遺伝⼦を、バク
テ リ ア の 16S rRNA 遺 伝 ⼦ の 定 量 の た め の ス タ ンダー ド は 、
Methylococcaceae bacterium SF-BR株（49）の 16S rRNA 遺伝⼦を、それぞ
れ TA Cloning vector pCR2.1（Invitrogen）にライゲーションしたプラスミド
を⽤いた。また、mcrA 遺伝⼦および pmoA 遺伝⼦の定量のためのスタンダー
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Target group Primer Name Sequence Annealing 
temp.
Reference
Archaeal 16S rRNA gene
533f 5'-GTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3' 128
0915aReverse 5'-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3' 129
Bacterial 16S rRNA gene
533f 5'-GTGCCAGCAGCCGCGGTAA-3' 128
UNIV907R 5'-CCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3' 130




pmoA A189 5'-GGNGACTGGGACTTCTGG-3' 125



























 ARC344F  U1492R




















 ME3  ME2'
mcrA gene








：プライマーによる増幅範囲  ARC344F  U1492R




















 各培養条件および培養後の結果を、表 5-4 にまとめた。それぞれのプライマ































20℃ × ー × ◎ ◎
4℃ × ー × × ×
20℃ ◎ ー ○ ○ ー
4℃ ◎ ー ○ ◎ ◎
20℃ × ー × ◎ ◎
4℃ × ー × × ×
20℃ ー ー × × ○










×：培養後に減った or ⾮特異的増幅 
■：培養後の試料を菌叢解析に供した 
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アーキアの 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析 
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 培養前の試料において、S-1 および AT-2 の両⽅でバンドが確認されたが、
好気条件の培養では、4℃においても 20℃においても顕著なバンドの増幅は認
められなかった。 




果、S-1 で得られた 42 クローンが全て Methanosarcinales ⽬の枝に分類され
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バクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦での菌叢解析 
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のの、アーキアの菌叢解析で Methanosarcinales ⽬が優占していた S-1 の嫌
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S1バイアル試料（4℃、嫌気）の土より得られた mcrA クローン ＊O
 



























































































Methanocella paludicola SANAE 
M
 




Methanonatronarchaeum sp. AMET1 
M
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 S-1・AT-2 ともに培養前試料ではバンドの増幅が⾒られなかったが、S-1 の
嫌気培養では 4℃・20℃共に、約 750 bp のバンドの増幅が認められた。また、
S-1 の好気・20℃では、異なるサイズ（約 500 bp）のバンドの増幅が⾒られ
た。 
 バンドの増幅が⾒られた S-1 の嫌気・4℃培養および好気・20℃培養の試料
の系統解析を⾏った。系統樹を図 5-8 に⽰す。 
 S-1 の 嫌 気 ・ 4℃培 養 試 料 か ら得ら れ た 28 ク ロ ー ン は 、 全 て
Methanosarcinales ⽬に属した。この結果は、アーキア 16S rRNA 遺伝⼦で
の菌叢解析結果と⽭盾しない。またそれらは、ANME として報告されている
クローンと隣接した枝に乗った。 








 P1 プライマーセット（pmof1-pmor）での pmoA 遺伝⼦の PCR 結果を図 5-







での PCR 結果を図 5-10 に⽰す。培養前の試料において、S-1 ではバンドが検
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ncultured bacterium clone NZ_45_pmoA_69 [KC751371]
U
 
ncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-18 [AB176933]
U
 
ncultured bacterium clone t0 pmo-47 [GU584272]
U
 
ncultured bacterium clone pmoA_OTU9 [LT555363]
Uncultured Methylomicrobium sp. clone pmoA_OTU8 [LT555359]
Uncultured bacterium clone NZ_309_pmoA_54 [JN990395]
Methanotrophic bacterium LK5 [AF533663]  
M
 
ethylomarinum sp. SSMP1 [KU740209]
U
 
ncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-6 [AB176937]
U
 
ncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-12 [AB176934]
Uncultured bacterium clone-Kuro-pmoA-14 [AB176935] 
Methylomarinum vadi strain IT-4 [AB302947]
U
 













ncultured bacterium clone Bubsed_9A [EU444861]
U
 
ncultured bacterium clone NZ_315_pmoA_49 [KC751394]
⾊の付いているものが本章の培養実験で得られたクローンで、試料名-培養条件で⽰
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 P1 で増幅した S-1 の好気・20℃培養試料、S-1 の嫌気・4℃培養試料、AT-
2 の好気・20℃培養試料、AT-2 の嫌気・4℃培養試料、および、P2 で増幅し
た AT-2 の好気・20℃培養試料、AT-2 の嫌気・4℃培養試料の 6 試料に関し
て、菌叢解析を⾏った（表 5-4）。得られた pmoA 遺伝⼦のアミノ酸配列より
作成した系統樹を図 5-11 に⽰す。培養条件にかかわらず、培養後の全てのク
ローンは、第 4 章で述べた(A)の枝に分類された。 
 ⾚で⽰した S-1 の好気・20℃培養試料からは、40 クローンが得られた。塩




ループにはそれぞれ、12 クローンおよび 3 クローンが分類され、いずれも北
海の海底堆積物より得られたクローン（clone pmoA_OTU9 および OTU8）と
⽐較的近縁だった。4番⽬のグループは 1 クローンのみであったが、嫌気・4℃
培養で得られた S-1 のクローンの配列と同じ枝に乗った。 
 ⻩⾊で⽰した S-1 の嫌気・4℃培養試料からは 20 クローンが得られ、2 つ
のグループに分かれた。そのうちの 19 クローンが属した優勢なクローングル
ープの塩基配列は、ニュージーランドの深海メタンシープから得られたクロ
ーン（clone NZ_309_pmoA_54）などと近縁だった。上述の S-1 の好気・20℃
培養試料から得られた 4番⽬のグループ（1 クローン）は、このグループの枝
に属した。また、S-1 の嫌気・4℃培養試料から得られたもう 1 つのグループ
（1 クローン）は、⿊島海丘のメタンシープから得られたクローン（clone-
Kuro-pmoA-18）に近縁だった。 
 ⻘で⽰した AT-2 の好気・20℃培養試料からは 44 クローンが得られ、全て
のクローンが同じグループになった。また、これらは、S-1 の好気・20℃培養
試料の 2番⽬に優勢なグループと近縁だった。 





ン酸化細菌をカバーする P2 のプライマーでも、好気・20℃培養試料では 1グ
ループ、嫌気・4℃培養試料では近縁な 2グループ（相同性は 96.7%）のみが
得られ、培養後の試料中の多様性の低さが明らかとなった。 
 また、S-1 の 1 クローンを除いて、好気・20℃培養と嫌気・4℃培養では、
異なる系統の枝に分類されることが明らかとなった。 




 海底に近い温度条件である 4℃における培養前後の定量分析結果を図 5-12
に⽰す。(A)はアーキア 16S rRNA 遺伝⼦、(B)はバクテリア 16S rRNA 遺伝
⼦、(C)は mcrA 遺伝⼦、(D)は P1 プライマーセットでの pmoA 遺伝⼦、(E) 
は P2 プライマーセットでの pmoA 遺伝⼦を、それぞれターゲットにした定




アーキアの 16S rRNA 遺伝⼦での定量分析 
 
 S-1 におけるアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦は、元の海底堆積物 1 g 中に 4.5
×108 copies/g であったのに対して、好気培養後は 3.5×108 copies/g、嫌気培
養後は 6.9×108 copies/g であった。 
 ⼀⽅、AT-2（上層）におけるアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦は、元の海底堆
積物 1 g 中に 1.1×109 copies/g であったのに対して、好気培養後は 1.5×109 
copies/g、また AT-2（下層）におけるアーキア 16S rRNA 遺伝⼦は、元の海
底堆積物 1 g 中に 2.7×108 copies/g であったのに対して、嫌気培養後は 9.1×
108 copies/g であった（図 5-12-(A)）。 
 
 
バクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦での定量分析 
 
 S-1 におけるバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦は、元の海底堆積物 1 g 中に
5.7×108 copies/g であったのに対して、好気培養後は 2.2×108 copies/g、嫌気
培養後は 6.8×108 copies/g であった。 
 ⼀⽅、AT-2（上層）におけるバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦は、元の海底
堆積物 1 g 中に 1.2×109 copies/g であったのに対して、好気培養後は 1.4×
109 copies/g、また AT-2（下層）におけるバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦は、
元の海底堆積物 1g 中に 2.9×108 copies/g であったのに対して、嫌気培養後は
8.0×108 copies/g であった（図 5-12-(B)）。 
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(A)：アーキア 16S rRNA 遺伝⼦ 
(B)：バクテリア 16S rRNA 遺伝⼦ 
(C)：mcrA 遺伝⼦ 
(D)：pmoA 遺伝⼦（P1 プライマーセット） 
(E)：pmoA 遺伝⼦（P2 プライマーセット） 




 S-1 における mcrA 遺伝⼦は、元の海底堆積物中では検出限界以下であり、
好気培養後も検出限界以下であったが、嫌気培養後は 5.3×105 copies/g であ
った。 
 また、AT-2（上層）における mcrA 遺伝⼦も元の海底堆積物中では検出限界
以下であったのに対して、好気培養後は 2.0×104 copies/g、AT-2（下層）にお
ける mcrA 遺伝⼦は、元の海底堆積物 1 g 中に 2.6×104 copies/g であったの





 P1 プライマーセットを⽤いた qPCR では、S-1 における pmoA 遺伝⼦は、
元の海底堆積物 1 g 中に 5.6×104 copies/g であったのに対して、好気培養後
は検出限界以下となり、嫌気培養後は 2.0×106 copies/g であった。 
 ⼀⽅、AT-2（上層）における pmoA 遺伝⼦は、元の海底堆積物中では検出
限界以下であり、好気培養後も検出されなかった。また AT-2（下層）におけ
る pmoA 遺伝⼦も、元の海底堆積物中では検出限界以下であったのに対して、
嫌気培養後は 5.3×106 copies/g であった（図 5-12-(D)）。 
 
 P2 プライマーセットを⽤いた qPCR では、S-1 における pmoA 遺伝⼦は、
元の海底堆積物 1 g 中に 2.1×105 copies/g であったのに対して、好気培養後
は 2.3×104 copies/g、嫌気培養後は 3.4×106 copies/g であった。 
 ⼀⽅、AT-2（上層）における pmoA 遺伝⼦は、元の海底堆積物 1 g 中に 5.6
×104 copies/g であったのに対して、好気培養後は 4.5×104 copies/g、また AT-
2（下層）における pmoA 遺伝⼦は、元の海底堆積物中では検出限界以下であ














 S-1 において、メタンを添加した嫌気培養で、Methanosarcinales ⽬が優占
したことは、シロウリ⾙の群⽣が確認された 2004 年度のメタンシープ試料
（S1s および S1k）の菌叢解析結果と類似している（図 5-4）。また、mcrA で
のクローニング解析でも、S-1 の嫌気・4℃培養試料からは Methanosarcinales














 qPCR による定量分析の結果で、メタン存在下での培養後に、S1・AT2 の
両試料でコピー数が顕著に増加したのは、嫌気で培養した時の pmoA 遺伝⼦
であった。pmoA 遺伝⼦をターゲットにした菌叢解析の結果、培養後の試料に
おいて、S-1 と AT-2 の両⽅から得られた全てのクローンが（A）の枝（第 4 章
参照）に分類された。このことから、⼀般海底においても、ひとたびメタンの
漏洩が始まれば、（A）の枝のメタン酸化細菌が増殖することが⽰唆された。第






 また、今回の結果で、好気培養よりもむしろ、嫌気培養で良好に pmoA が
検出されたことが興味深い。Type I のメタン酸化細菌の中には、酸素制限下
で⽣息するものも⾒つかっている（42、131、132）が、その様な MOB がバ






しかし、これらの pmoA配列は、Type I や Type II のメタン酸化細菌の pmoA
遺伝⼦配列とは⼤きく隔たっている（図 1-7）。今回の嫌気培養で得られた
pmoA 遺伝⼦は、Type I のメタン酸化細菌の枝に属しており、脱窒メタン酸





















①  ア ー キ ア 16S rRNA 遺 伝 ⼦：嫌 気 ・ 4℃で の 培 養後、 S-1 で は




② バクテリア 16S rRNA 遺伝⼦：嫌気・4℃での培養後、S-1 も AT-2 も菌
叢の変化は⾒られたが、S-1 のアーキアの様な顕著な特徴は無い。 
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③ mcrA 遺伝⼦：S-1 の嫌気培養で顕著な増加が確認された。S-1 の菌叢解
析の結果、得られた配列は全て ANME に近縁であった。 
 
④ pmoA 遺伝⼦：P1・P2両プライマーセットにおいて、S-1 も AT-2 も、好
気・20℃と嫌気・4℃で pmoA 遺伝⼦の顕著な増加が確認され、菌叢解析の結
果、得られた配列は全て(A)の枝（第 4 章参照）に分類された。このことから
メタン添加により、P1 のプライマーセットで検出できる MOB が集積された。 
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 第 1 章では、本研究の背景、⽬的、および既往の知⾒を述べた。 
 第 2 章では、⽇本近海のメタンシープ、熱⽔域、泥⽕⼭、および⼀般海底の
海底堆積物試料を⽤いて、アーキアおよびバクテリアの 16S rRNA 遺伝⼦で
の菌叢解析を⾏い、海底堆積物中の菌叢を俯瞰的に捉えることを⽬的とした。












 第 3 章では、mcrA 遺伝⼦で菌叢解析を⾏い、南海トラフのメタンシープの
海底堆積物試料における ANME の存在を再確認した。さらに ANME 特異的
16S rRNA 遺伝⼦および mcrA 遺伝⼦での定量分析により、メタンシープお
よび⼀般海底堆積物中の ANME の存在量を⽐較した。その結果、mcrA 遺伝
⼦を⽤いた場合に、メタンシープと⼀般海底とで明らかな差が確認できた。し
かしながら mcrA 遺伝⼦では ANME とメタン⽣成古細菌との区別がつかない
ことから、ANME の検出のためには、mcrA 遺伝⼦での qPCR の他にクロス
チェックとして菌叢解析などが必要となる。また、ANME 特異的 16S rRNA
遺伝⼦を⽤いた場合の定量分析には、さらなるプライマーの精査が必要であ
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ると思われた。 





た。菌叢解析の結果から、メタンシープの MOB と⼀般海底の MOB では系統
的に異なることが判明し、pmof1-pmor のプライマーセットを⽤いることでメ
タン漏洩検知が可能になることが⽰唆された。 
 第 5 章では、⼀般海底堆積物を、疑似メタンシープ環境に晒すことによる
菌叢の変化を調査し、メタン漏洩検知に有⽤なターゲット遺伝⼦を決定する




































わからない（5）。第 2 章の南海トラフにおけるアーキアの 16S rRNA 遺伝⼦
の解析で、塩濃度の極めて⾼い場所から得られた未培養系統群と近縁な配列
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